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論 文 内 容 要 旨
序 章
酵 母 、 カ ビ な ど真 菌 の 細 胞 壁 に は グル コー ス が β一1,3一結 合 お よ び β一1,6一結
合 で結 合 して い るglucanが基 本 骨 格 と して存 在 して い る。1,3一β D-glucanは
細 胞 壁 β一glucanの主 鎖 と して 存 在 して お り、1,6一β D-glucanがchitinやマ ン
ナ ンタ ンパ ク質 な どの構 成 要 素 を連 結 す る側 鎖 と して 存 在 す る とい うモ デ ル が
提 案 され て い る。 ま た細 胞 壁 結 合 型 のGlycosylphosphaddylinosito1(GPI)タン
パ ク 質 は1,6一β一D-glucanに結 合 して い る と考 え られ て お り、1,6一β D-glucanが
真 菌 細 胞 壁 構 築 の蝶 番 と して の役 割 が あ る と考 え られ る。
細 胞 壁 溶 解 酵 素 の う ち 、β一1,3一結 合 を分 解 す る1,3一β一D-glucanaseにつ い て は
多 数 の報 告 例 が あ る の に比 べ 、1,6一β D-glucanaseにつ い て の 報 告 が 少 な い の は
1,6一β D-glucanの存 在 量 の 少 な さ も さ る こ とな が ら、 局 在 性 、 機 能 に っ い て の
知 見 も ほ とん ど得 られ τ い な い こ とに よ る。1,6一β D-glucanaseの中で 塩 基 配 列
が 明 らか にな っ て い る の は 乃勧04ε㎜o加 毎 侃 μ配BGN16.2の一 例 の み で あ り、
ア ミノ 酸 配 列 で は5acchammyce5ce猶eyf5faeEXGlpなどのcellulaseAfamily
(glycosylhydrolasefamily5)に属 す る1,3一β一D-glucanaseとの 類似 性 が 示 され て
い る。
ア カパ ン カ ビ1》θ脚5pomc澱α∬α は古 くか ら研 究 が な され て お り、 多 数 の 生
化 学 的 、 形 態 学 的突 然 変 異 株 が 分 離 され て い る た め 、 糸 状 菌 にお け る モ デ ル 生
物 とな っ て い る。Nc猶 α∬α は培 養 上 清 中 に1,6一β一D-glucanaseを分 泌 す る こ と
が 明 らか に され て い るが 、 そ の遺 伝 子 の塩 基 配 列 や 生 理 的 役 割 な ど につ い て は
不 明 の ま ま にな って い る。 そ こで 本 研 究 で はNcra58aの1,6一β一D-glucanaseの
遺 伝 子 を ク ロー ニ ン グ し、塩基 配 列 お よび ア ミ ノ酸 配 列 を決 定 す る こ とと した。
さ らにそ の遺 伝 子 を破 壊 した変 異 株 を作 成 し、 生 理 的 な 機 能 にっ い て解 析 を試
み た 。
第1章 凡 σ鳩5α1,6・β D・glucanaseのク ロ ー ニ ン グ
亙 伽 ∬α は 液体 培 養 上 清 中 に少 な く と も2つ のexo-1,3一β一D-glucanaseと、
お そ ら く1つ のendo-1,6一β一D-glucanaseを分 泌 して い る 。 これ らは 培 養 時 間 を
経 る につ れ て そ の活 性 が 大 き く変 化 す る こ とが 知 られ て い る。細 胞 壁glucanの
構 造 も生 長 段 階 に伴 い変 化 して い る こ とが 示 唆 され て い る こ とか ら、瓦 伽 ∬α
の 細 胞 壁 が これ ら β一glucanase群に よ って 修 飾 を受 け て い る可 能 性 が 指 摘 され
て い る。 しか し、 これ らの酵 素 は ク ロー ニ ン グ され て お らず 、塩 基 配 列 や ア ミ
ノ 酸 配 列 が 未 だ 明 ら か に な っ て い な い 。1,3一β D-glucanaseにつ い て は5.
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cθ78v'5∫αθ な どの酵 母 や7}∫cho46㎜αsp.など、 い くつ か の真 菌 か らク ロー ニ ン
グ され 、 塩 基 配 列 が 明 らか とな って お り、瓦c澱α∬α のgenomedatabase上に も
相 同 性 の あ る配 列 が確 認 され て い る。 しか し1,6一β一D-glucanaseの擁 基 配 列 っ い
て の 情 報 は71加rzlα朋 〃zBGN16.2の一 例 で あ り、1>crα∬α には この酵 素 と推
定 ア ミ ノ酸 配 列 が 有 意 に相 同性 を示 す 塩 基 配 列 がdatabase上に は確 認 さ れ な
か っ た 。 ま た 機 能 的 に もBGN16.2は真 菌 に対 す る 重 複 寄 生 に使 わ れ て い る こ
とが 推 定 さ れ て い る こ とか ら、亙czα∬α の1,6一β一D-glucanaseはBGN16.2と
は異 な る 一 次構 造 を もつ 可 能 性 が あ る 。 そ こで 本 章 で は 、瓦c澱α∬α の遺 伝 子 を
ク ロー ニ ン グ して 塩 基 配 列 を決 定 し、 一 次 構 造 上 の特 徴 を 明 らか に す る こ と を
目的 と した 。
瓦crα∬αIFO6068株 の10日 間 振 盤 培 養 上 清 か ら精 製 さ れ た1,6一β一D.
glucanase(Negl)と、 そ のV8protease消化 断片 につ い てN末 端 の解 析 を行
い 、4つ の 部 分 ア ミノ酸 配 列 を明 らか に した(Fig.1,TableI)。得 られ た ア ミノ
酸 配 列 を基 にdegenerateprimerを設計 し(TableII)、1>伽∬αIFO6068株の2
日間培 養 菌 糸 体 か ら調 製 したRNAに 対 してRT-PCRを 行 っ た と ころ 、約650
bpの 増 幅 断片 が得 られ た(Fig.2)。そ こで 上 記 のRNAか ら精 製 したmRNA
を 用 い てcDNAラ イ ブ ラ リ を作 成 し、RT-PCR増 幅 断 片 を プ ロ ー ブ と して
plaquehybridizationを行 っ た 。 シ グ ナ ル が 得 ら れ た フ ァ ー ジ に対 し'πv∫vo
excisionを行 い 、挿 入 断 片 の塩 基 配 列 を確 認 した と ころ 、 全 長1,509bpで5'一
側 にRT-PCR増 幅 断片 を含 む 配 列 で あ る こ と、 推 定 され る ア ミ ノ酸 配 列 中 に
精 製 酵 素 よ り決 定 した4つ の 部 分 ア ミ ノ酸 配 列 を完 全 に含 む こ と を確 認 した
(Fig.3)。また推 定 ア ミノ酸 配 列 のN末 端17残 基 は シ グ ナ ル配 列 に特 徴 的 な
疎 水 性 に富 む配 列 で 、亙c猶α∬α1,6一β D-glucanaseが分 泌 型 で あ る こ と と一 致 し
てい た。以 上 の結 果 よ り、得 られ たcDNAが 亙c澱a∬α の1,6一β一D-91ucanase遺
伝 子 η681であ る と結 論 した 。さ らに、亙c澱α∬ogenomeDNAに対 す るPCRお
よびinversePCRを用 い た ダ イ レ ク トシ ー クエ ンス の結 果 、 この遺 伝 子 が イ ン
トロ ン を含 ま な い こ とが 示 され た 。 一 方 、Neg1の ア ミノ酸 配 列 は先 に 明 らか
に な っ て い る7:加r加 朋 〃zBGN16.2とは相 同性 を示 さず 、進 化 的 に異 な る タ
ンパ ク 質 で あ る こ とが 示 され た 。Nationalcenterforbiot㏄㎞010gyinfb㎜adon
(NCBI)が 公 開 し てい る 配列databaseに対 し相 同検 索 を行 った と ころ 、Neg1
は91ycosylhydrolasefamily30に属 す るい くつ か の タ ンパ ク質 と20-30%程度
の 相 同性 を示 す こ とが わ か った(Fig.4)。ま た、 す で に全genomeDNA配 列
が 明 らか に な っ て い る £3膨v'∫∫α8中 に は相 同性 を示 す 配 列 が存 在 して い ない
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こ とが わ か っ た。 以 上 の こ と よ り、真 菌 由来 の1,6一β一D-glucanaseには少 な くと
もア ミノ酸 配 列 上2種 類 の グ ル ー プ が存 在 し、Neg1が酵 母 型 の真 菌 に は見 ら
れ な い 、 糸状 菌 に特 有 の ユ ニ ー ク な タ ンパ ク質 で あ る こ とが 示 唆 され た。
さ ら にNeg1成 熟 領 域 のN末 端 側 にHis6-tagを付 与 させ た発 現 プ ラス ミ ド
pETHNEGを構 築 し(Fig.5)、Eco1∫BL21(DE3)を形 質 転 換 させ て発 現 させ 、
リ コ ン ビ ナ ン トタ ンパ ク質 を精 製 した(Fig.6)と こ ろ 、 発 現 タ ンパ ク質 が
1,6一β D-glucanase活性 を有 し、 比 活性 が11.1μmoy㎞inlmgと精 製 酵 素(13.4
μmoV㎡nlmg)に対 しほ ぼ 同等 の 比 活 性 で あ る こ とが 示 され た 。 先 に示 した と
お り、Neg1に はglucosylceramidaseで活'性中 心 と され る残 基 が 保 存 さ れ て い
る(Fig.7)。そ こで 活性 中心残 基 に対 応 す るE225及 びE321と 、 活 性 中心 と
は さ れ て い な い が 保 存 さ れ て い たGlu残 基E242に 対 し変 異 を導 入 した 。
E225A、E225Q、E321A、1そしてE321Qで は活 性 が ブ ラ ン ク レベ ル で あ る た め 、
比 活 性 を求 め る こ とが で き なか っ た。E242Aで も活 性 は ブ ラ ン ク レベ ル だ った
が 、SDS-PAGEで発 現 タ ンパ ク 質 を確 認 で き ず 、 お そ ら く速 や か に タ ー ンオ ー
バ ー され て いた も の と考 え られ た 。E242Qは精 製 酵 素 の約23%の 比 活 性 を示
し(Fig.8)、活 性 へ の 関 与 は低 い と考 え られ た 。 この こ とか らNeg1で も同様
にE225及 びE321が 活 性 中心 で あ る可 能 性 が ある が 、E225が含 ま れ るAsn-
GlurPro(NEP)の配 列 はcellulaseやglucanaseで広 く保 存 され て お り、 活 性
中心 で は な く基 質 結 合 に 関 与す る とさ れ る タ ンパ ク 質 も あ る こ とか ら、活 性 中
心 残 基 の特 定 に は更 に研 究 が 必 要 で あ る。
一 方 で2001年2月 に公 開 され た 瓦 醐 ∬αgenomedatabaseに対 して 配 列 検
索 を行 っ た と こ ろ、Neg1と 一 致 す る 配 列 がcontig2.298上に見 出 され た 。 同
一 のcontig中に マ ー カ ー 遺 伝 子v㎜ 一7お よ びcy5-14が存 在 した こ とか ら、
こ の遺 伝 子 が第4染 色 体 上 に存 在 す る こ とが 明 らか に な り(Fig.9)、また変
異 株 と して も未 同定 で あ る こ とが 分 か っ た。
第2章 遺 伝 子 破 壊 株 の作 成 と機 能 解 析
亙crα∬α の細 胞 外1,3一β一D-glucanaseおよび1,6一β一D-glucanaseは、 液 体 培 養
中 で 菌 糸 の 成 長 に伴 い そ の 活性 が 変化 す る こ とが 示 され て お り、細 胞 壁glucan
が こ れ ら酵 素 の作 用 に よ り修 飾 を受 け て い る可 能 性 が 示 唆 され て い る。瓦cハo∬α
の示 す 細 胞 外 酵 素 活性 の 変 動 につ い て は菌 糸 の 成 長 の他 に も培 地 中 のpH変 化
や 栄 養 状 態 、 ス トレス な ど様 々 な原 因 が考 え られ るが よ くわ か っ て い な い。 そ




まず ηθ81cDNAをhygromysinB耐性 遺 伝 子 を有 す る プ ラス ミ ドpCB1003
に挿 入 し、 形 質転 換 用 プ ラス ミ ドpCBN已Gを 構 築 した 。 こ の プ ラ ス ミ ドを 亙
c澱α∬αC1」r10-37A株に遺 伝 子 導 入 し、 形 質 転 換 株 を得 た 。 さ ら に この 株 か ら
microconidiaを分 取 して 、形 質 転 換 株 の 純 化 を行 っ た 。 純 化 され た形 質 転 換 株
37A-TF12株に 対 し、C1・T10-28a株を 掛 け 合 せ て 胞 子 の 形 成 を お こ な い 、
repear-inducedpointmutation(RIP)による遺 伝 子 の破 壊 を行 っ た(Fig.10)。遺
伝 子 破 壊 株 は次 の よ う に して分 離 した 。 まず 形 成 さ れ た胞 子 を そ れ ぞ れ 分 離 、
生 育 させ た後 、 分 生 子 を5mg1㎞1の1,6一β一D-glucanを含 む プ レー トに植 菌 し
た 。 こ れ らの う ち1,6一β一D-glucanの消 化 に よ るバ ロ ー形 成 が見 られ な い株 を選
別 し(Fig.11)、さ ら に10日 間 の液 体 培 養 を行 っ て培 養 上 清 、 菌 体 内 画 分 、
細 胞 壁 画 分 そ れ ぞ れ に つ い て 酵 素 活 性 を 有 さ な い こ と を 確 認 し た 。 さ ら に
hygromysinBを含 む平 板 培 地 に植 え継 い で 、hygromysinB耐性 遺 伝 子 を持 た な
い株 を選 択 した 。 以 上 の 操 作 の結 果 得 られ た 株Rl24株 に つ い て η881遺伝
子 の ダ イ レ ク トシー クエ ンス を行 い 、塩 基 配 列 を確 認 した(Fig.12)。R12-1株
の η681遺伝 子 は9つ の塩 基 置 換 が 起 こ っ てお り、622番 目の シ トシ ン が チ
ミン に変 化 した こ と に よ りこの 部 分 がstopcodonにか わ った め 、 活 性 が 消 失 し
た こ とが 示 され た。
得 られ た遺 伝 子 破 壊 株R12-1株 に つ い て 、 表 現 型 の 観 察 を行 っ た 。 菌 糸 の
生 育 に伴 う形 態 の 変 化 につ い て は野性 株 と同 一 で あ り、 分 生 子 の色 も野 性 株 と
差 は見 られ な か った 。 また 温 度 や浸 透 圧 に対 す る感 受性 は な く、Congo-Redや
Calconuorwhiteとい っ た薬 剤 に対 す る感 受 性 ・耐 性 につ い て も野 性 株 と同 一 で
あ っ た。 細 胞 外1,3一β一D-glucanaseの活 性 につ い て も野 性 株 との 問 に大 きな差 は
な く、 細 胞 壁 溶 解 酵 素 剤 へ の 耐 性 化 や 感 受 性 化 も見 られ なか っ た。 中性 界 面 活
性 剤Tween20に つ い て も野 性 株 との 差 は な か った が 、 タ ンパ ク質 変性 作 用 の
あ る陰 イ オ ン性 界 面 活 性 剤SDSお よび 陽 イ オ ン性 界 面 活 性 剤 臭 化 セチ ル トリ
メチ ル ア ンモ ニ ウム(CIAB)に 対 して は、2%sorboseを含 む ス ポ ッ ト用 培 地
で は若 干 の感 受 性 が 観 察 され た(Fig.13)。さ らに0.005%SDS存 在 下 で は、
Congo-Redに対 し若 干 の感 受 性 が観 察 され た。 しか しな が ら、菌 糸 生 長 を 阻害
しな いVogel培地 で は こ うい った感 受 性 は ほ とん ど観 察 され ず 、0.01%SDSを
ふ くむVogel液体 培 地 中 で も野 性 株 との差 は見 られ なか っ た。
これ らの こ と に よ り以 下 の こ とが考 え られ る。 細 胞 壁 の 物 理 的 強 度 や 抵 抗 性
な ど に対 す るNeg1の 寄 与 は少 な い が 、Neg1の 欠 損 に よっ て 生 長 に伴 う細 胞
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壁1,6一β一D-glucanの修 飾 が 起 こ ら な くな り、1,6一β D-glucanを認 識 、 結 合 す る
タ ンパ ク質 へ の 親和 性 を低 下 させ て い る可 能性 が あ る 。 ス ポ ッ ト用 培 地 に含 ま
れ るsorboseは菌 糸 生 長 を抑 制 す る が 、 さ らにSDSやC1臥Bが 存 在 す る こ
と に よ り細 胞 壁 タ ンパ ク質 が変 性 し、相 乗 的 に生 長 を 阻害 して い る と考 え られ
る 。 ま た 、Congo-Redはglucanに結 合 す る性 質 を持 つ 色 素 で あ り、 これ に よ
る生 育 阻害 が 見 られ る こ とは 、細 胞 壁1,6∠β一D-glucanのNeg1による修 飾 が 菌
糸 生 長 に何 らか の役 割 を持 つ こ とを示 唆 す る。 も う一 方 の 可 能 性 と して、 分 生
子 か らの発 芽 時 の 細 胞 壁 タ ンパ ク質 の再 構 成 へ の 関 与 が 考 え られ る 。R12-1株
の分 生 子 の発 芽 能 につ い て は野 性 株 との有 意 な 差 は見 られ なか っ た が 、 イ オ ン
性 界 面 活 性 剤 存 在 下 で は発 芽 が 抑 え られ て い る。 この こ とか ら、Neg1に よ る
1,6一β D-glucanの修 飾 は発 芽 の段 階 で起 こ っ て い る可 能 性 が あ る。
これ らの 可 能 性 は、1,6一β D-glucanase活性 が 対 数 増 殖 期 で 急 激 に増 加 し、 定
常 期 の 初 期 に 急 激 に 減 少 す る こ と と一 致 し て い る 。 しか し な が ら1,6一β一D-
glucanaseの活 性 は定 常 期 後 期 に再 び 上 昇 す る こ とか ら、 発 芽 や 菌 糸 生 長 以 外
に も、不 要 に な った 菌 体細 胞 壁 の資 化 や 、 他 種 か らの 重 複 感 染 へ の 防御 的 な役
割 を持 っ て い る か も しれ な い 。
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要 約
本 研 究 で は、!>c煮α∬α の1,6一β一D-glucanase遺伝 子 η681をク ロー ニ ング し、
そ の塩 基 配 列 お よび一 次 構 造 を明 らか に した。 さ らに η681変異 株 を作 成 し、
Neg1の生 理 的機 能 につ い て解 析 した。.
1)1》θκroΨorαcrα∬αendo-1,6一β一D-glucanase遺伝 子 η881は全 長1,443bpで内
部 に イ ン トロ ン を含 まず 、亙crα∬α の 第4連 鎖群 上 に存 在 す る。
2)Neg1は480ア ミ ノ酸 残 基 か らな り、 現 在 ま で に唯 一 報 告 され て い る7ζ
肋 加 α肱 〃zBGN16.2とは 相 同性 が な く、進 化 的 に異 な る タ ンパ ク質 で あ る。
3)η881遺伝 子 破 壊 株 は タ ンパ ク質 の 変 性 作 用 を 持 つ 界 面 活 性 剤SDS、CTAB
に対 す る感 受 性 が 上 昇 し、Congo-Redに対 して も感 受 性 が 上 昇 した 。
4)上 記 の こ と よ り、 細 胞 壁 の 物 理 的 強 度 に は あ ま り関 与 せ ず 、細 胞 壁 の 再 構
成 や 細 胞 壁 タ ンパ ク質 の再 編 成 に関 与 して い る こ とが 推 定 さ れ る 。
1,6一β D-glucanase遺伝 子 の ク ロ ー ニ ン グの例 は世 界 で2番 目の もの で あ り、
さ ら にそ の 遺 伝 子 を破 壊 して直 接 的 に表 現 型 の 変 化 を観 察 した研 究 は こ れ が 世
界 で最 初 の もの で あ る。







(投 稿 準 備 中)
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論 文 審 査 結 果 要 旨
真菌(酵 母 ・糸状菌)の 細胞壁 を構成 す る多糖 として,グ ル コースの β結合ポ リマーであ るβ1,3一グ
ルカンお よび β1,6一グルカ ンが知 られている。 β1,3一グルカンは骨格構造 を形成 し細 胞壁 グルカンの
大部分 を占め,一 方,β1,6一グルカンは量的 にも少な く,ま た機能 も不 明である。
候補者 は,糸 状菌(1艶μroερorαcアα88α,赤パ ンカビ)の 産生する β1,6一グルカ ン加水分解酵素であ
るエ ン ドβ1,6一グルカナーゼ遺伝子の クローニングと発現 および,β1,6一グル カナーゼ遺伝子破壊株
の取得 と機能解析 について研究 した。
赤パ ンカビは古 くか ら生化学,遺 伝学の研究材料 として使 われ,数 多 くのの研究がなされて きたが,
β1,6一グルカナーゼに関す る研 究は,酵 素の精製 に関す る報告のみである。
本研 究で取得 された赤パ ンカビの β1,6一グルカナーゼ遺伝子(negl)は全長1443bpで内部 にイン ト
ロンを含 まず,ま た遺伝子産物 である酵素 タンパ ク(Neg1)は480アミノ酸残基か らなっている。相同
性検索の結果,現 在 ただ一つ報告のある糸状菌Tr娩漉r粥αんα漉 απ研πの β1,6一グルカナーゼ遺伝子 産
物(BGN16.2)の推定 ア ミノ酸配列 とまった く相 同性 を示 さず,πeg1が新規 な遺伝子 であることが確
認 された。2001年2月に公開されたアカパ ンカビの ゲノムデー タベースに対 して配列検索 を行 った結果,
Neg1と一致する配列がconhg2298上に見出され,本 遺伝子が第4染 色体上に存在するこが明 らか となった。
.さらに
,Neg1の成熟領域 のN末 端側 に ヒスチヂ ンータグ(His-tag)を付加 させ た発 現プラス ミドを
構築 して,大 腸菌 に形質転換 させた結果Neg1の発現 に成功 した。 リコンビナ ン ト酵素 を精製 し,そ の性 .
質を,赤 パ ンカビか ら調製 したnativeな酵素 と比較 した結果,一 般的性質のほか,比 活性 もほぼ同等で
ある事が示 された。触媒 アミノ酸残基 を決定するために,可 能性の高いア ミノ酸残基 を部位突然変異 に
よ り他の アミノ酸残基 に置換 して,各 々の変異酵素 の活性 の変化か らグルタ ミン酸225およびグルタ ミ
ン酸321が触媒反応 に関与す るアミノ酸 としての可能性が示 された。 β一1,住グルカナーゼの研究おいて,
遺伝子 を取得 し,遺伝子 産物の発現 に成功 し,さ らにタンパクを精製 し性 質を明 らかに した研究 は本研
究が最初である。
β一1,6一グルカナーゼの機能 を明らかにす るために,πεg1の破壊株 を作成 し,そ の表現型 の性質 を観
察 した結果,タ ンパ クに対 して変性作用 をもつ界面活性剤,SDS,CTABに対する感受性が増大 し,β一
グルカンに特異的に吸着するコンゴー レッ ドにたい して も感受性 を示 したことから,β 一1,6一グルカンは,
細胞壁の物理的強度 には関与せず,細 胞壁の再構築 に関与 してい る可能性が示 された。
以上,本 研究 はアカパ ンカ ビ(N飢rOSρorαcrα8α)のβ1,昏グル カナーゼ遺伝子ρ クローニ ングに
成功 し,そ の遺伝子 を破壊 して直接表現型の変化 を観察 した研究 は世界最:初の もので,審 査員一同,候
補者は博士(農 学)の 学位 を授与 されるに充分 の資格 を有 すると認定 した。
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